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研究成果の概要（和文）：細胞周期にかかわるユビキチンリガーゼ（Skp2, Fbw7）の乳癌組織お

よび乳癌細胞株での発現とその臨床的意義と治療標的の可能性について検討した。原発乳癌患

者では Fbw7 の発現低下あるいは Skp2 の過剰発現があると細胞増殖活性が高く、予後不良であ

ることが判明した。また、これらの細胞周期を調節するユビキチンリガーゼを調整することに

より乳癌の細胞増殖を抑制できる可能性があることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied clinical significance of ubiquitin ligase (skp2 and 
Fbw7) in breast cancer and potential of ubiquitin ligase targeting-therapy for breast 
cancer. Fbw7 downregulation and skp2 overexpression were significantly correlated with 
aggressive phenotype in breast cancer. Fbw7 knockdown led to suppression of proliferation 
in breast cancer cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

（１） いわゆるトリプルネガティブ(TN)乳

癌はエストロゲン受容体(ER)、プロ

ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 (PR) 、 Human 

epidermal growth factor receptor 2 

(HER2)すべてが陰性であり、治療標

的がなく、薬物療法は化学療法のみ

で治療されている。しかも、予後不

良な乳癌のサブグループであり、こ

のTN乳癌の治療法の開発が急務であ

る。TN 乳癌の特徴として、EGFR、サ

イトケラチン 5/6、c-kit、cyclin E

などの発現が高率で、BRCA1 の発現低

下があることが示されている 1,2)。当
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科の乳癌検体においても同様の結果

であり、さらに ki-67 index が高く、

細胞増殖活性が高いことを確認して

いる。 

（２） 癌における蛋白発現異常には、遺伝

子レベルでの遺伝子増幅や欠失、メ

チル化などの遺伝子異常などがある

が、蛋白を分解するユビキチン化が

蛋白機能制御の上で重要であること

が知られるようになってきた。細胞

周期の G１期に発現する c-Myc およ

び S 期蛋白であるサイクリン E は TN

乳癌での発現が高率であり、細胞周

期エンジンとして機能していると考

えられる。リン酸化されたサイクリ

ン E や c-Myc はユビキチンリガーゼ

のうち SCF複合体であるFbw7により

ユビキチン化され分解される、一方、

フリーのサイクリン E や c-Myc は同

じ SCF複合体であるSkp2によりユビ

キチン化を受ける 3,4)。また、S 期蛋

白である細胞周期を抑制する CDK イ

ンヒビターの一種である p27 は Skp2

によりユビキチン化される 5)。Fbw7

は細胞周期抑制に、Skp2 は細胞周期

促進に働いていると考えられる。 

（３） 現在まで乳癌の細胞周期関連因子に

ついては p53 変異や c-Myc 遺伝子過

剰発現などが知られているが、上記

の新しい細胞周期調節機構を担うユ

ビキチンリガーゼの乳癌、特に増殖

活性の高いTN乳癌での役割について

は不明な点が多い。G1/S 期における

ユビキチンリガーゼによる細胞周期

蛋白の制御機構が乳癌においてどの

ように関与しているのかを解明し、

さらに、薬物反応性や治療標的の可

能性を検討することはきわめて重要

と考えた。 

 
２．研究の目的 

（１） ユビキチンリガーゼ（Skp2, Fbw7）

の発現と細胞周期との関連について 

① 乳癌細胞株を用いた検討 

MCF-7、T-47D（ER 陽性、HER2 陰性）

MDA-MB-453、SK-BR-3（ER 陰性、HER2

陽性）MDA-MB-468、 MDA-MB-231（ER

陰性、HER2 陰性）などの細胞株を用い

て、ユビキチンリガーゼ（Skp2, Fbw7）

や c-Myc、サイクリン E、p27 などの蛋

白発現や mRNA 発現、遺伝子増幅の有

無を検討する。また、ユビキチンリガ

ーゼ（Skp2, Fbw7）発現と細胞周期と

の関連を検討する。 

② 臨床検体（乳癌組織）を用いた

検討 

乳癌組織 200 例を用いてユビキチン

リガーゼ（Skp2, Fbw7）発現の有無と

c-Myc、サイクリン E、p27、ki-67 な

どの蛋白発現、臨床病理学的因子や予

後との関連を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１） 乳癌細胞株を用いた検討 

MCF-7、T-47D（ER 陽性、HER2 陰性）

MDA-MB-453、SK-BR-3（ER 陰性、HER2

陽性）MDA-MB-468、 MDA-MB-231（ER

陰性、HER2 陰性）などの細胞株を用い

て、ユビキチンリガーゼ（Skp2, Fbw7）

や c-Myc、サイクリン E、p27、ki67

などの蛋白発現や mRNA 発現、遺伝子

増幅の有無を検討する。また、ユビキ

チンリガーゼ（Skp2, Fbw7）発現と細

胞周期との関連を DNA ploidity や

s-phase fraction を用いて検討する。

蛋白発現は主にウエスタンブロット

法を用い、mRNA 発現や遺伝子増幅につ



いては RT-PCR 法やサザンブロット法

を用いる。 

（２）臨床検体（乳癌組織）を用いた検討 

乳癌組織 200 例を用いてユビキチン

リガーゼ（Skp2, Fbw7）発現の有無と

c-Myc、サイクリン E、p27、ki-67 な

どの蛋白発現、臨床病理学的因子や予

後との関連を検討する。臨床検体にお

ける蛋白発現は主に免疫組織化学法

による。また、mRNA 発現や遺伝子増

幅については凍結新鮮組織を用いて

RT-PCR法やサザンブロット法を行う。 

 

４．研究成果 

（１）原発乳癌 186 例を用いて Fbx7 mRNA を

測定した。 

① Fbw7 の発現低下は組織グレードと正の

相 関 関 係 （ p=0.024 ） が あ り 、

ER(p=0.009)、PR(p=0.027)と負の相関

関係を認めた。腫瘍サブタイプでは ER

陽性 HER2 陰性に比べ、Her2 陽性や

triple-negative乳癌でFbw7の発現は

低下する傾向にあった(p=0.076)。 

② Fbw7 が低発現の腫瘍は Fbw7 が高発現

のものに比べ ki67 labeling index が

高値（p<0.0001）、Cyclin E 発現が高

値（p=0.0009）で、c-Myc 発現が高値

の傾向（p=0.0966）であった。 

③ 原発乳癌の予後に関しては Fbw7 が低

い乳癌は Fbw7 が高発現している腫瘍

に比べて disease-free survival には

差 が な か っ た が 、 Breast cancer 

specific –survival（BCSS）では有意

に予後不良であり、Fbw7 は BCSS に関

す る独立 した予 後因子 であっ た

（p=0.033）。 

（２） 原発乳癌 290 例を用いた Skp2、Fbw7 

mRNA を測定し、Skp2 と Fbw7 の両者の

発現量による予後因子としての意義に

ついて検討した。Skp2 高発現 Fbw7 低

発現は他の Skp2 低発現 Fbw7 低発現、

Skp2 高発現 Fbw7 高発現、Skp2 低発現

Fbw7高発現に比べDFSで有意に予後不

良であった（log-rank test, p<0.001）。 

（３） 乳癌細胞株での Fbw7 発現抑制と細胞

周期、細胞増殖に関する検討 

Fbw7 高発現株である T47D 細胞を

Fbw7siRNA を用いて Fbw7 を knock down

すると、cMyc 蛋白と Cyclin E 蛋白発現

量が増加した。また、Fbw7 knock down

株はコントロールに比べ G2/S 期の細胞

が有意に増加しており、多くの細胞が細

胞周期に入っていた。さらに、細胞増殖

については Fbw7 knock down 株はコント

ロールに比べ有意に増殖活性が高かっ

た（p=0.016）。 

以上より、Fbw7、Skyp2 発現状況により乳癌

腫瘍細胞の増殖活性は異なり、さらにこれら

の発現状況により乳癌の予後が異なること

が示された。さらに、こららのユビキチンリ

ガーゼを調整することにより増殖活性を変

化させることができ、乳癌の新しい治療標的

となる可能性が示唆された。Fbw7 の乳癌にお

ける役割に関する発表は今回の研究以前に

はなく、本研究の結果は世界で初めての報告

である。 
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